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論 文 内 容 要 旨
Ca2+チ ャネルは多種多様 な生 理機 能の調節 に深 く関与 してい ることが知 られているが,骨 格筋 の興奮収
縮連 関 におい ては,筋 小胞体(SR)に 存在す る リアノ ジン受容体(RyR)がCa2+遊 離 チ ャネル と して重
要 な役割 を担 ってい る。 このRyRの 活性 を制御 する タンパ ク質 の存在がい くつか示唆 されてお り,そ の生
理機能 の解明が望 まれてい る。そ こで,こ れ らの調節 タンパ ク質 を解析 す る上 で有用 な生理活性物質 を用
』
いて,SRか らのCa2+遊 離 を制御 する分子機構 につ いて検 討 した。
SRの 重い画分(HSR)か らCa2+遊 離 を引 き起 こすcaf£eineの 作用 はrutheniumred,procaine及 びMg2+な
どのCa2+遊 離阻害薬 によって完全 に抑制 され ることが知 られている。本研究で は,こ れ らの遊離 阻害薬 に
抵抗性 を示すcaffeineと は異 なる新 しい タイプのCa2+遊 離作用 を示す生 理活性 物質 をス クリーニ ングす る
こ とによ り見出 し,'そ れ らをッール として用 い,Ca2+遊 離の分子 制御機構 の解 明 を試 みた。種 々の天然生
理活 性物 質 をス ク リーニ ン グ した と ころ,生 体成 分 であ るホ ス フ ァチ ジル イノ シ トー ル4,5一ニ リン酸
(PIP2;phosphatidylinositol4,5-bisphosphate)(第2章),SH基 を特異 的 に修飾す る海綿成 分のxestoquinone
(xQN)(第3章),ヒ メハ ブ毒腺 由来 の糖鎖 を認識す るlectinで あるhimehabulectin(HHL)(第4章),ガ ラ
ガラヘ ビ毒腺 よ り単離 された塩基性 ポ リペ プチ ドのmyotoxina(MYTX)(第5章)及 び,ス ズ メバチの毒
腺 か ら単離 された14個 のア ミノ酸残基か らなるmastoparan(MP)(第6-7章)を 見 出 した。特 にMYTXと
MPに ついて は,そ れ らの結合 タンパ ク質 を見 出す ことに成功 し,Ca2+遊 離 の分子制御機構 におけ る,そ
れ らの標 的 タンパ ク質 の役割 について も検討 を加 えた。 〔
第2章 で は細胞 内シグナル伝 達物質 として作用す るIP、の前駆物 質であ るPIP、がHSRか ら薬理 学的性質
の異 なる2種 類のCa2+遊 離 を引 き起 こす ことを見 出 した。PIP2のCa2+遊 離 に は,caffeineと 同様 にRyRに
直接 作用 する ことに より起 こる可能性 も考え られるが,両 者の作用 にはCa2+依 存性 や阻害薬 の効果 の違い
が認め られるため,そ の遊離 には,Ca2+誘 発性Ca2+遊 離 とは異 なる機構 が関与 している と考 え られ る。骨
格 筋 には機 能的 に異 なる2つ のRyRあ ユニ ッ トがあ り,電 位 セ ンサー と して作用す るジヒ ドロピ リジン受
容体 が,そ の一方 にのみ会合 しているこ とが推定 されているので,PIP、 はこの2つ のRyRユ ニ ッ トに異 な
った作用 をす る ことで,2つ のCa2+遊 離 を引 き起 こす可能性 も考 え られ る。 また,生 体 内成分 としての
PIP、に よるCa2+遊 離作用 を考 えた場合,形 質膜 に存在す るPIP、がSlミ膜へ移行 す る機構 は,ま だ不 明であ
る。 この解 明は,PIP、 が生理的 に作 用 している機構 を考 える上で重 要な課題 である。
海綿Xe5'05ρongfa34P盟 よ り単離 されたXQNは,ミ オシン頭部 のSH基 へ特異 的に結合す るこ とによって
ア ク トミオシンATPaseを 活性化す るこ とが知 られている。 第3章 で は、 この ようにSHに 特異 的 に作用 す
るXQNがHSRか ら顕著 なCa2+遊 離 を引 き起 こす ことを見い出 した。 その遊離 はCa2+遊 離阻害薬 によって
阻害 され な いが,SH基 の還 元 剤 に よって完 全 に抑 制 され 左。Ca2+遊 離 を引 き起 こす 一方 で,[3H]
ryanodine結 合 を減少 させ るXQNの 作用 は,[3H]ryanodinp結 合がRyR活 性化薬 によって増加 され,・阻害
薬 によって抑 制 され る とい う従 来の報告 とは一致 しない。 しか し,SH基 修 飾薬 のthimerosalがSRか ら
Ca2+遊 離 を引 き起 こすが,SRへ の[3H]ryanodine結 合 を減少 させ るとい う報告 もあ り,SH基 の修 飾 を介
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したCa2+遊 離機構 は非常 に興味深 い。 また,RyRと そのチ ャネル活性 に抑制的 に作用 するtriadinと の相互
作用 において,反 応性 の高いSH基 がRyRチ ャネルの活性化 に関与 している と示唆 されてい る。 したが っ
て,SH基 の修飾 を介 したCa2+遊 離 には,RyR及 びtriadinな どのRyR調 節 タンパ ク質 のSH基 を介 した機構i
が考 え られ,XQNは その機構 を解明す る上で,薬 理 的ツール として有用 である と期待 され る。
Lectinは 多様 な構 造 を持 つ タンパ ク質 で,糖 鎖 に特異 的 に結合す る性 質 を持つ。 当教 室 にてHSRか ら
Ca2+遊 離 を引 き起 こす1ectinと して毒 ヘ ビBf孟fsaηb伽5の 毒腺 よ り単離 されたpuffadderlectinを 見 出 してい
る。第4章 では,ヒ メハブ 虚meresu田sokfnave諭sの 毒腺 よ り単離 されたlectinで あるHHLも,Ca2+電 極実
験 や蛍光性Ca2+指 示薬 を用 いた実験 にお いて,HSRか らCa2+遊 離 を引 き起 こす こ とを示 した。 しか し,
このlectinに よるCa2+遊 離作用 はcaffeineの それ とは異 な り,Ca2+遊 離阻害薬 によって部分 的に しか抑制 さ
れなかった。 また,HHLはpuffadderlectinと 同様 に[3H]ryanodine結 合 に影響 を与 えなかった。以上 の結
果か ら,HHLはcaf5eineと は異 なる部位 に作用 してCa2+遊 離 を引 き起 こす と考 え られ,ま た,糖 鎖 を認識
するlectinで ある ことか ら,triadinな どの糖 タンパ ク質 に作用 するプ ロ「 ブ として有用 であ る と期待 され ・
る。
ガラガラヘ ビCroεalusvfrfdfsvfrfdfsの 毒腺 よ り単離 されたMYTXは3つ のジスル フィ ド基 を持 つ42ア ミ
ノ酸残基 の塩基性 ポ リペプチ ドであ る。 当教室 で は,精 製 されたRyRにMYTxが 結合 しないが,MYTx
誘発性Ca2+遊 離 がryanodineに よって抑 制 され ることか ら,MYTXは 衰yRに 直接 作用せずRyR調 節 タ ンパ
ク質 に結合 して作用す る可能性 を示 している。第5章 で は,MYTXがCa2+一 ポ ンプやcalsequestrin以 外 に30
kDa及 び74kDaタ ンパ ク質 に結合す る ことを見 出 した。4,4'一Diisothiocyanatostilbene-2,2'disu豆fonicacid
(DIDS)は 陰 イオン交換体 の 随害薬 として知 られるスチ ルベ ン誘導体 であ る。 この放 射性標識体 の[3H]
DIDSも30kDaタ ンパ ク質 に結合す るこ とを見 出 した。DIDSがRyRを 介 したCa2+遊 離 を引 き起 こす こと
カ『示 されてい るが,そ の詳細 は不 明で ある。本 章で は,MYTX誘 発 性Ca2+遊 離の分子機構iを明 らか にす
るため,DIDSのCa2+遊 離作用 と詳細 に比較検:討 した。その結果,MYTX誘 発性Ca2+遊 離 にはRyRを 介 し
たDIDSと 共通の機構1が存在 し,両 化合物 のCa2+遊 離 に関与す るタ ンパ ク質 と して30kDaタ ンパ ク質が考
え られた。MYTXはRyRを 介 したCa2+遊 離 の分子制御機構 を解 明す る研 究 において,こ の30kDaタ シパ
ク質の機能的役割 を明 らかにす る有用 なプローブになる と考 え られる。
MPは 受容 体一Gタ ンパ ク質相 耳作用 の研究 で有 用な分子 ツール と して よく用 い られてい るb最 近,1MP
がHSRか らのCa2+遊 離 を引 き起 こす ことが報告 されてい るが,そ の詳細 な作用機構1は不 明な点が多 い。
第6章 で は,MP誘 発性Ca2+遊 離 の生化 学的,薬 理学 的性 質の詳細 を解 明す る と共 に,[Tyr3]MPの1251放
射性標謙体 を用 いて,MP標 的タ ンパ ク質 の検索 を試 みた。MPとcaffeineに よるCa2+遊 離 阻害薬 の効 果 を
比較 したところ,RyRに 直接作用す るcaf5eineと は異 な り,MPはRyRに 直接作用す るのでは な く,あ る種
の制御性 タンパ ク質 に作 用す ることによる間接 的な作用 に よって,Ca2+遊 離 を引 き起 こす可能性 が考え ら
れた。 さらに,放 射性標識体 の1251一[Tyr3]MPがHSRに 特異的 に結合す るこ とか ら,架 橋剤 を用 いた クロ
ス リン ク実験 に よ り,HSRに おけ るMPの 標 的 タ ンパ ク質 を解 析 した。 その結果,そ の タンパ ク質 は
triadinやCa2+一 ポ ンプな ども既知 のCa2+遊 離 制御 タンパ ク質 と異 なる97kDaの タンパ ク質 である ことを示
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す ことに成功 した。 したが って,MPがRyRに 直接結合す るの ではな く,RyRに 間接 的 に作用 してHsRか
らCa2+遊 離 を引 き起 こす こ とが明 らか になった。 また,MPの 標 的タ ンパ ク質 として97kDaタ ンパ ク質 を
見 出 した。MPは,こ の97kDaタ ンパ ク質の骨格筋の興奮収縮連 関 にお ける機 能的な役 割 を解 明するため
のプローブ として有用である と考 え られる。
第7章 で は,第6章 で示 したMPの 結合 タンパ ク質であ る97kDaタ ンパ ク質 を精 製 し,そ の部分 ア ミノ
酸 配列 とペ プチ ドマ ップ を解析す る ことに よ り,こ の タンパ ク質 をグ リコーゲ ンホス ホ リラーゼ(GP)一b
と同定 した。GPはglycogen穎 粒周 囲 とSR膜 に存在 し,そ の中でSRに 結合 してい るGPは 少 な くとも95%
がb型 である ことが示 されている。SRへ のGP-bの 会合は可逆 的であ り,解 離 しているGPは ほ とん どが活
性化 している ことか ち,骨 格筋細胞 においてSRは 不活性型 のGP-bの 貯蔵 部位で ある と考 えられ てい る。
本章で は,1251一[Tyr3]MPク ロス リンク実験 によ り,GP-bにMPが 結合す る ことを確認 した。 さ らに,GP
含有量 の低 いHsRを 調製 し,そ れ にお けるMPの45Ca2+遊 離 や[3H]ryanodine結 合へ の作 用 を検討 した。
この両作用 に対 するMPの 効果 は,HSRに 比べ,GP含 有量 の低 いHSRで は減弱 した ことか ら,GPはMP
によるCa2+遊 離作用 に関与 している と考 え られる。 さらに興味深い こ とに,HSRか らのCa2+遊 離 に対 し
添加 したGP-bは 抑 制性 に作用 す ることが明 らか にされ た。一方,MPはHSRか らGPを 濃 度依存 的 に解離
させ るこ とを見 出 した。 これ らの こ とか ら,MPがHSRのGPと 相 互作 用す る と,そ こか らGPが 解離 し,
・GPのRyR活 性へ の抑制性 の制御 が解除 されるため
,Ca2+遊 離 が引 き起 こ され る もの と推定 され る。 第6
章 と第7章 では,GP-bがHSRか らのCa2+遊 離 を抑制す るこ とか ら,GP一 りはglycogen分 解 の律速酵 素 と し
ての役割 に加 え,RyRを 介 したCa2+遊 離 にお ける抑 制性調節 因子 としてめ機能 も併 せ持つ ことが明 らか と
なった。 さ らに,SRへ のGP-bの 結合 にはGPの 不活性化が伴 うので,.SRか らのCa2+遊 離の抑制機構1とGP
に よるglycogen分 解 を介 したエ ネルギー代謝系の 間には機能的 にクロス トー クがあ ることが推 定 され,極
めて興味深い。
本研 究 によ り,生 理活性物 質であ るPIP2,XQN,HHL,1MYTX及 びMPを 用 い,caffeineと は異 なる新
しいCa2÷ 遊離作用 を見 出 した。特 に,強 力 にCa2+遊 離 を引 き起 こすMYTXの 標 的 タ・ンパ ク質 の1つ とし
て見 出 した30kDaタ ンパ ク質 はCa2+遊 離の分子制御機構 において重要 な役割 を果 た してい ると考 え られ
る。 また,MPは 強力 なCa2+遊 離作 用 を示 し,そ の遊 離機構 にGPが 関与 してい るこ とを初 め て示 した。
す なわち,こ のGPは 糖代 謝の制御 に加 えて,RyRを 介す るCa2+遊 離 を制御 してい るとい う,生 命現象 の
中で極めて興味 ある事実 を見出 した。今後,こ の抑制性 タンパ ク質の生理 的な役割 の詳細が 明 らかになる
と,Ca2+遊 離 の分 子制御機構 の解 明における飛躍的進歩が期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
Ca2+チ ャネル は多種 多様 な生理機能 の調節 に深 く関与 している ことが知 られてい るが,骨 格筋興奮収縮
連 関において は,筋 小胞体(SR)に 存在 する リアノジ ン受 容体(RyR)がCa2+遊 離チ ャネル として重要
な役割 を担 ってい る。 このRyRを 制御 す る蛋 白質の存在が い くつか示唆 されてお り,そ の解 明が望 まれ て
いる。平 田君は,こ れ らの調節蛋 白質 を解析す る上 で有用 な生理活性物質 を用 いて,SRか らのCa2+遊 離
を制御 す る分子機構 につ いて検討 した。
SRの 重い画分(HSR)か らCa2+遊 離 を引 き起 こす カフェイ ンの作用 はル テニ ウム レッ ド,プ ロカイン
及 びMg2+な どのCa2+遊 離 阻害剤 に よって完全 に抑制 され る。・平 田君 は,こ れ らの遊離 阻害剤 に抵抗 性 を
示す新 しいCa2+遊 離機構 に注 目した。生体成分 ・ホス ファチ ジル イノシ トール4,5一ニ リン酸 によるHSRか
らのCa2+遊 離 を検討 した ところ,ル テニウム レッ ドで は抑制 され ないCa2+遊 離 を引 き起 こす ことを見 い
出 した。SH基 を特異 的に修飾 す る海綿成分 のセス トキノンが,HSRか ら顕著 なCa2+遊 離 を引起 こす こ と
を見 い出 した。その遊離 はCa2+遊 離 阻害剤 に よって阻害 され ないが,SH基 の還元剤 によって完全 に抑制
され た。 これ らの結果 は,蛋 白質 のSH基 を介 した新 しいCa2+遊 離制御機構 の解 明 に寄与 する と考 えられ
る。一方,蛇 毒 ・マイオ トキ ンa(MYTX)は プロカインによって完全 には抑制 され ないCa2+遊 離 を引起 こ
した。MYTXの 標的蛋 白質 を解析 した ところ,30kDaの 未知 の蛋 白質 を見い出 した。 さらに,ス ズメバチ
毒 ・マス トパ ラ ン(MP)がMg2+に よってのみ完全 に抑制 され るCa2+遊 離 を示 した。MPの 放 射性ヨ ウ素
標識体 を作製 し,架 橋 剤 を用い たcross-link実 験 によ り,HSRに おけるその標 的蛋 白質 の解析 を行 なった
結果,そ れが既知 のCa2+遊 離制御蛋 白質 と異 なる97kDaの 蛋 白質であ るこ とを示す ことに成功 した。 こ
のMP結 合蛋 白質の部分 ア ミノ酸配列 を解析 した ところ,こ の蛋 白質がglycogenphosphorylase(GP)で ある
こ とが 明 らか とな った。HSRか らのCa2+遊 離 に対 す るGP-bの 影 響 を検 討 した ところ,興 味 深 い ことに
GP-bは 抑制性 に作 用す る ことが明 らか となった。 また,MPはHSRか らGPを 濃度依存 的 に解離 させ た。
これ らの結 果 は,GPがRyRを 介 したCa2+遊 離の抑制性 の調節 因子 であ り,そ れにMPが 結合 す る とHSR
か ら解離 してCa2+遊 離が起 こる ことを示す ものであ る。 この研究成 果 は,収 縮 反応 のエ ネルギー供 給 と
Ca2+動 態 のクロス トークい う観点か ら極 めて興味深い と言 えよう。
以上述べ た ように平 田君 は,生 理活性物質 を用 いてRyRを 介 する新 しいCa2+遊 離の調節機構 を解明す
ることがで きた。 よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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